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はじめに
(三重水素， 3H)でラベノレした leucineをハツカネズミ
の硝子体に多量に注入したところ順行性に輸送された放
この論文は1976年8月に行われた和歌山で‘の第81回日 射性物質の存在を視神経軸索内に証明した17) しかしな0
本解剖学会総会の際の神経解剖学懇話会において川村 がらこのオートラジオグラフィー (ARG法)を利用した
が講演した内容を基にしている。従来，逆行性細胞変 神経解剖学追跡法が，従来の変性渡銀法に比肩するもの
〉，6・4法Nauta，3)法(Gleesや軸索変性渡銀法2)，1性法 として批判的に評価されるまでにはなお時間を要し，後
Finkと Heimer法7)，Wiitanen法的を用いて神経 根神経節細胞中枢性突起(伺車軸由索)の脊髄内終末部位をこ
系内の結合関係が調べられてきたが，近年方法論上いく WhiとJoseph王，La観察したの方法を用いててf 部sek 比 Ektloc
つかの点でこれらの方法をしのぐ軸索流 (axonaltrans-
port)又は軸索内輸送 (axoplasmictransport)を利用
した方法が実用化されるようになった。軸索流とは神経
細胞の軸索の内を一定の物質がある方向性をもった流れ
により輸送される現象をいうが，本稿では，まづその発
見と神経研究〈の適用の歴史をふりかえり，次に，この
方法の技術上および解釈上の有用性と問題点について気
付いた点について述べることにする。なお，手技上の点
については，読者は文献9)-14)を参照されたい。
順行性軸索流 (Figs.1-4) 
ニューロン説が確立し， Waller変性の事実が発見
されて以来，神経細胞体が， その突起の維持に対して 
“trophic cen ter "15)の意味をもつことがいわれるよう
になった。そのために細胞体から軸索を下行する(順行
性の)物質の存在が予想されたが，その確実な証拠は，
終戦後間もないころ Chicagoの Weissと Hiscoe 
(1948)叩の今は古典的となった実験により初めて得られ
た。彼らは，末梢神経軸索の結殊部近位端が時間の経過
と共におそらく物質の貯留のために，膨れることを観察
したのであるが，重要な点はこの現象を神経結合研究法
の開拓という方向で着目した点にある。実際 tritium
*岩手医科大学医学部解剖学第一講座
(1968町)18)ω〉の実験まで
経系への応用については， St-Louisの W.Maxwell 
Cowanのグルーフ。がこの方法の有用性とその限界の問
題について系統的検討をすすめ 1972年に雑誌 Brain 
Research11)に発表したが，以後各国の研究室で一応技術
的に安定した方法として採用されている。その原理を
説明すると， まづ tritiumでラベルされたアミノ酸 
(leucinl，proline，lysineを主として用いる)が，細胞
体内にとりこまれ，蛋自に合成されて何段階かの異なる
輸送率19)をもって軸索終末部まで移送される。そのうち
少くとも早い相 (150-40mm/day)のものは滑面小胞体 
(smooth endoplasmic reticulum)の連続した系によっ
て運ばれる20・m。しかしながら，一つにはコルヒチン処
理によりこρ輸送が抑制されるという観察から微小管 
(microtubules)の関与もあるとの考えも従来からあり
支持されている23-27)。とにかくこの軸索とその終末部位
(たとえば'1にアイソトーフ。を含む切片の上に原子核乳斉 
Kadak NTB 2，Sakura NR-M2) を塗布し，乳剤内の
ブロム銀結晶を tritiumの P崩壊により生ずる低エネ
ノレギーにより感光させ，その潜像を現像(還元)処理して
金属銀として析出させて可視化する方法である。これに
より神経軸索の経路とその終末部位を検索することがで
きる。この ARG法の最大の利点は変性実験と異なり 
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本質的に神経細胞の生理的性質に基づいているという点
にある。実際，通常注入されたアイソトープにより強く
標識されたニューロンのみが軸索に充分なラベノレを与え
ると考えられるので標識物質の輸送に関与する細胞集団
を実際上ある程度の正確性をもって推断することが可能
である。次に，変性法の，しかも不可避の，欠点とされ
ている通過線維破壊による副次的変性産物を除去するこ
とができるので所見が一層正確になり，従って研究対象
によっては，従来の方法よりも信頼度が一層たかまると
いえる。しかしこの方法もいくつかの技術上の，また解
釈上の問題を含んでいるので，この新しい方法を用いて
研究を進めるにあたっては，あらかじめその適用の可否
を充分に検討しておく必要がある。大事な点は ARG法
がすべての点で従来からわれわれが用いている Nauta
法(その改良法も含む)にまさるものではないというこ
とをまづ念頭におくことである。第 1に ARG法は F
込寝の低エネルギー放出のために切片上わずか 2-3pm 
の乳斉IJに含まれているブロム銀結晶のみが感光されるに
すぎず，実際に光顕レベノレで 1切片上で観察できる範囲
が比較的限局されるので，軸索終止分布全領域の知見を
うるという目的のためには，一般的にいって Nauta法
に比して劣るという点である。実際熟練者の作製した美
しい Nauta切片では，変性線維の粗大なものは勿論，
細かい渡銀された頼粒や側枝の分枝像までもより明瞭に
観察できる。第2に研究目的の系が広範囲に起始細胞を
有するもの，例えば皮質橋核路，視蓋橋核路の全投射の
分布状態を調べることは，起始構造物の全体をラベルす
ることは不可能で、はないにしても通常非常に困難である
から，明らかに適さない。第 3に，大脳皮質の交連線維
結合や皮質網様体路の研究のように，長軸索投射系でし
かも散漫性で分岐状の終末をもっ系では，総じてラベノレ
される軸索終末の単位(体積)部分あたりの量が少な
しまたそのために背景 (background)に存在する不定
頼粒との対比が相対的に弱まるために， Nauta切片で
観察する方が格段に容易で確実性がある。第 4に，注入
アミノ酸の neuropil内の拡散があるのでとりこみ部位
の厳密な決定がしばしば困難である。そのために短軸索
の神経結合系，例えば大脳皮質内とか視床下部内とか狭
い領域内の結合関係を調べる研究には一般的にいって期
待される程の威力を発揮し得ないという短所がある。そ
の他， 2，3の解釈上の問題として，標識された物質 
(fucose，proline，aelenosine など)のシナップス越
え28・34)や逆行性輸送や軸索幹からのとりこみの有無，研
究しようとする系に適する注入する標識アミノ酸の優劣
を決定し選定する問題却などがある。ここで述べておき
たいことは， Ranvierの絞輪や損傷軸索部からの物質の
とりこみが Cowanら10の云うように本当に無いのか，
又は無視しうる程少ないかどうか， ARG法の最もすぐ
れた点であるといわれているだけに今後充分検討されて
然るべきであると思う。また，実際上の問題としては，
細かい銀析出粒子を観察した時，それが軸索通過部分か
終止(前)部位かを判別することが Nauta法における
よりも系によっては困難なことが多い。現在われわれが
ある系について ARG法を中枢神経結合の研究の手段
として用いる場合に，上述の長短を検討した上で実験を
行い，得られた所見結果を充分に検討し，正しく解釈し
た上で提示することがとくに望まれる。
逆行性軸索流 (Figs.5，6) 
次に逆行性軸索流の発見とその神経結合研究への適
用の歴史について述べる。上述の Weissと Hiscoe 
(1948)16)の順行性軸索移送の発見以来，輸送物質のたど
る運命について種々の疑問が投げかけられてきた。つま
り物質の大部分は軸索またはその終末部で利用され破壊
され一部は恐らくシナプスを越えて次のニューロンに移
送され，残りのものは再び終末部から他の種々の物質と
共に逆行性に軸索内を細胞体に向って流れるのではないr
かというもので、あった。事実，ある種の向神経ウイノレス
ではその存在が古くから知られていた船。この逆行性軸
索流現象は Weissと Hiscoe16)と同じ手法を用いて末
梢性交感神経軸索を結殺した時に時間の経過とともにそ
の遠位端にも物質が貯留することが後に Dahlstrom 
(1965)37)により証明された。一方では，組織化学的研究
，.50，直径000，40により比較的低分子の蛋白(分子量 
60A)である外因性の酵素， horseradish peroxidase 
(HRP)を生体に注入した場合， それが例えばハツカネ
ズミの腎臓の組織切片で近位尿細管内などに過酸化水
素(H202)と3・3'-diamino benzidine tetrahydrochloride 
(DAB) との反応物質として可視化されることが明らか
にされた9，38)。私はここにスウェーデン・グループが 
1971年にこのベンチジン反応を脳神経起始核の同定に初
めて利用し，それを記載した39，40)ことを強調しておきた
い。ついで LaVailと LaVail13)が中枢神経系内の研究
にこの蛋自分子 (HRP)が利用できることを示した。彼
等は鳥類の網膜と中脳(視蓋と isthmoopticnucleus) 
との聞にすでに知られていた相互の結合関係の存在を 
HRP法で示し，この逆行性軸索流の中枢神経研究への
適用の一般的発展を示唆した。この方法は30%-50%の 
HRP水溶液を目的とする神経系の部位に注入したと
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き，神経終末より pinocytosis(細胞飲作用， また広い
意味の術語として endocytosis) によりとりこまれた蛋
自分子が， Ij、胞体(agranularor smooth endop1asmic 
reticulum，cup-shaped organelles，mlllti vesiclllar 
bodies and membrane-bOllnd vesicles)の系をH通って"
細胞体に運ばれそこで clensebodies (平均直径0.5pm)
あるいは lysosomeの内にベンチジンで陽性に反応する
物質として観察される41，却のであるが(しかしながら微
小管の関与を示唆するものもある。例えば文献43)-45)
をみよ)， これらの細胞群をその起始核として組織化学
的に同定するものである。このようにして，その起始細
胞の大きさ，形，分布ノξターン等をかなり正確に調べる
ことができる。この方法の有用性は軸索および終末部に
損傷を加えたのち細胞体にみられる変性像を観察する従
来の逆行性細胞変性法1)やその改良法である Guclden
法2)に較べて，より鋭敏で安定性がたかくまた比較的短
期日のうちに所見が得られる点，および正常の生体の過
程の現象を利用するという点ではるかにすぐれている。
また(黄)褐色に反応した頼粒は神経細胞体およびその
突起内に光学顕微鏡で，特に暗視野下で，容易に観察さ
れる。ただ，この際注意すべきは，内因性のパーオキシ
デースを含む血球成分や血管周囲組織，表在性の結晶様
沈殿物，更に面倒なことに正常脳の広範囲の部分に陽性
細胞(大部分が神経謬細胞であるが)もベンチジンに反
応するので46-48とそれらを HRP陽性の神経細胞と区別
するのに多少の経験を要する点である。しかしながら，
これらの内因性の反応物質は神経細胞内に観察される場
合以外は一般に均一な褐色またはぎらついた黄禍色を呈
するので， それらを含む構造物の形態的特徴を考慮し
て cresy1vio1etで対比染色した切片を明視野および暗
視野下で観察すれば， その判別は多くの場合可能であ
る。また注入針によって破壊された脳血管内に流入した 
HRPが血流によって運ばれ，その結果，望まないニユ
ーロンがラベノレされる可能性が考えられる。 しかし， 
Broaclwell と Brightman 49 )のごとく 30~50mg という
多量の蛋白 (HRP)を直接血管内に注入した時には，脳
室周囲器官と称されるような特定の脳組織部位に軸索終
末をもっ神経細胞がラベルされることがあるにしても，
通常われわれが実験に用いている0.25mg(50% HRP 
水溶液， 0.5μ1)以下の注入例では経験上その可能性は
否定できると考えてよいだろう 38)。厳密には，正常およ
び HRP液を充した針を挿入するのみという対照例の脳
の切片にベンチジン反応を施して充分観察すべきであろ
う。この際むしろ光顕レベルの仕事で実際上しばしば問
題となるのは注入部位に比較的近接した領域にみられる
ラベJレされた神経腰細胞と小型神経細胞との鑑別であ
る。これに関連するこの HRP法の大きな問題は，パー
オキシデース分子が neuropile内を容易に拡散するの
で、起始細胞を決定する場合illUl索終末部より充分な量がと
りこまれたであろう範囲を正確に決定することが光学顕
微鏡的にも非常に困難なことである。厳密に言えば，研
究対象とする系や生存日数，動物種などにより異なるこ
とが予想されるので一般的に記載することは不可能に近
いといえる。軸索， とくに Ranvierの絞輪からもわづ
かの量の HRPが“ penetrate"し滑面小胞体内には
いることが電子顕微鏡的に観察されているが5へその量
は少なくとも光顕レベルでベンチジン反応陽性細胞と判
定するに充分な量を輸送することはない44，51)。一方，こ
の巨大蛋自分子はニューロン越えをしない13)と考えられ
ているがこれは検討を要すると思う。また ARG法と異
なり軸索断端部から可視的に充分の量が吸収されるので
通過線維の損傷部位からのとりこみの有無を考察しなけ
ればならない。しかしこの事実は逆に末梢神経の起始核
の同定などに利用されている51・m。次の問題として， 
HRP蛋白は量的に少ないとはいえ逆行性のみならず
細胞体から軸索終末部に向かつて順行性にも輸送され
る仏札56・58)。そのため，求心性の経路を問題にするとき
その所見結果の解釈をしばしば複雑にする。しかしこの 
HRP 順行性軸索流現象は，変性実験と異なり，生体プ
ロセスの終末シナップス像を示す点で，また， ARG法
よりも短日時のうちに所見が得られるのでとくに電子顕
微鏡を用いた synapto1ogyの研究に適しているといえ
よう 41，59)。最後につけ加えたいことは，この HRP法を
用いる場合研究者は得られた所見を解釈する上でいくつ
かの問題点について熟知しでなければならないことであ
る。すなわち，ある系の起始細胞について研究しようと
する場合に他の方法，例えば Nauta法で，確実にその
存在が証明されているにもかかわらず，予想される起始
細胞に反応が陽性に出ない場合があり，またたとえ陽性
に反応した細胞が観察されたとしても当該細胞群全体が
反応しているとは考えにくい事実もある60)0 Cowanと 
Cuenocl61)も指摘しているが， 海馬透明中隔路， 皮質線
条体路62)などで起始細胞が陽性に反応しにくい。 しか
しながら， これは多分に技術上の問題であると思われ
る51，63)。従って，すべての軸索終末または軸索断端が可
成り充分の量の蛋白をとりこみそれを細胞体まで輸送す
るということが疑わしい(または証明されていない)現
段階ではこの新しい方法によづて得られた positiveの
所見を限定して解釈すべきであろう。この問題は HRP
拡散の問題と共に充分に考察されねばならない。この点
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については読者は Nautaらωの論文を参照されたい。
また観察された HRP陽性細胞でその反応の程度に強弱
があるのが普通であるカ0:69九現在のところこれを正当に
解釈するに足る証拠をわれわれは持っていない。従って
この研究のためには，結局は神経膜を構成する物質と酵
素蛋白との間の分子レベノレあるいはイオンレベルでの 
affinityの問題になるのであろうが， 実際上検討を迫ら
れている多くの問題をかかえている。すなわち，実験に
用いる固定液とくにパラフオノレムアノレデ、ヒドの濃度の問
題64)，HRPの種類の精度，組成，反応性の問題m，注
入部位の終末シナプスのタイプ(くさむら状終末か分岐
状終末か，主流軸索終止か側枝終止か，遠位樹状突起部
終止か否か，など)と遠心性線維の存在とその量，更に
は，神経成長因子 (NGF)の逆行性輸送にみられるよう
に，特定の神経突起にみられる選択性の有無67)の問題な
どの基礎的ならびに実際的な諸問題を今後解決していか
なければならない。この場合，われわれは研究対象とす
る個々の系のもつ特殊性をも一応念頭におくべきであろ
う。なぜなら，中枢神経研究の分野において，所見結果
を一般化することは非常に望まれているものの現段階で
は或る意味では一種の官険といわれなくもないからであ
る。
おわりに
われわれが目的とする系を研究する際に，それに応じ
た実験方法を見出す必要があり，ただ単に得られた所見
を， i注入しました，観察しました」式の形で発表する
のではなく，研究方法に限界のあることを知った上で解
釈することが必要である。最近，実験例が量的にも質的
にも充分でないにもかかわらず，吟味不充分と思われる 
HRP陽性所見をもって新しい神経路が発見されたとす
るような内容の短報が可成り多く国際的雑誌にも掲載さ
れている(例を挙げることは差し控えたい)が，嘆かわ
しいことである。このことの恐ろしさは一部の識者によ
り警告されているが生物学領域，いや科学一般の分野で
仕事をするわれわれ研究者は，とくに新しい研究方法の
適用と所見の解釈にあたってもっと慎重であるべきであ
ろうと思う。
以上みてきたように，軸索流現象を利用した中枢神経
系内の結合関係，更にはその organizationの解明を主
たる目的とする解剖学的研究は1971年以来11，39，ωのもの
であり，その歴史も新しく，技術上，解釈上の問題点も
多い。しかしながらこれらの点は研究に際してその適用
を誤らずできうる範囲内で正しく解釈をすることにより
今後数年間にすばらしい成果を期待できるものである。 
SUMMARY 
Identification of the nerve cell boclies with 
their axonal terminations in the central nervous 
system (CNS) is of五rstand foremost importance 
for neuroanatomists who are primarily concernecl 
with stl1dies of the nel1ropathway. 
Since the introduction of the methods of retro-
grade and anterograde tracing ofaxons，using 
horseradish peroxidase and isotope-labeled amino 
acicls，respectively，these methods have become 
important tools for pursl1ing the neuronal con・ 
nectivity. The new analytic techniql1es have 
producecl some significant progress in this empi-
rical science. However，misinterpretation of 
clata ell1e to careless observations may easily 
emerge，ancl this can be avoieled by realiung the 
aclvantages ancl limitations of thjs approach as 
applied to the CNS. 
The present paper reviews the historical back-
grouncl of discovery of the “axonal flow"，ancl 
elescribes some clisaelvantages of the axonal 
tracing techniql1es，which appear to have drawn 
insu伍cientattention of the investigators. 
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Legends for figures (図の説明) 
Fig. 1 Injection site (arrow) of tritiatecl amino acids，mixture of equal parts of proline ancl leu-
cine (0.3μ1，6pCi，survival time 75 hours) in parts of the right dorsal accessory olive in 
cat KH 28. (x13) 
Fig. 2 Dark五eldphotomicrograph showing distribution of climbing fiber endings in the molecular 
layer of lobu1e V 68) of the cerebellum (cat KH 28). Note concentration of silver grains 
along dendritic trees of Purkinje cells. (X 185) 
Fig. 3 Injection site (arrow) of 3H-leucine (0.5μ1，10μCi，surviva1 time 95 hours) in the dorso1at-
eral subdi vision of the left pons in cat KH 2. (X13) 
Fig. 4 Dark五elclphotomicrograph to show clistribution of mossy fiber termina1s in the granular 
layer of lobule VJIb68) of the cerebellum in cat KH 2. Note silver grains accumulating in 
large dots corresponding presumably to the site of glomeruls. (x 270) 
Fig. 5 Photomicrograph from the left pons in cat KEN 35 i1ustrating maximal diffusion of HRP 
following injection (0.3μ1 of 50% suspension，survival time 75 hours) in the 1eft dorsola-
teral pontine nucleus. (X 13) 
Fig. 6 A peroxidase positive cell (35μ111 in cliameter) fro111 the iniermecliate gray laγer of the 1eft 
superior colliculus in cat KH 35. Note that HRP-positive granules of varing sizes are fre-
quent in the perikaryon ancl that a single diaminobenzidin-positive erythrocyte is seen (ap-
proximately 7.0μm in diameter) in the background. (x 390) 
Abbreviations us~d in al figures: B.p.，Brachiu111 pontis; D，Dorsa1 accessory olive; gr. granu1ar 
1ayer; L.m.，Lemniscus medialis; M，Media1 accessory olive; mo1，mo1ecular layer; P，Principal 
olive; Pecl，Corticospina1 and corticopontine fibers in the peduncle; Py，Pyramis. 
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